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® Transposon, dieses Transposon enthaltende Testvektoren und Verfahren zur Mutagenese. 

® Die Erfindung betrifft ein Transposon, bestehend aus einem Fragment des R-Plasmids pCxM82B aus 
Corynebakterlum xerosis DSM 5021. mobllisierbare nicht selbst transferierbare Vektoren, die dieses Transposon 
enthalten und Verfahren zur Mutagenese von Gram-positiven Bakterien durch Transfer dieser Vektoren und 
Erzeugung von auxotrophen Mutanten. 
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Die Erflndung betrifft ein Transposon, bestohend aus einem Fragment des R-Plasmlds pCxM82B. 
dieses Transposon enthaltende Testvektoren und Verfahren zur Mutagenese. 

Bn Transposon enthalt eine DNA-Sequenz. die fUr ein Protein kodiert, das es diesem Element 
enmoglicht, durch lllegitime Rekombination In die DNA eines Chromosoms bzw. eines Plasmids unspezi- 
5 fisch zu integrieren. Welterhin besitzt ein Transposon eine Selektlonsmarkierung (z. B. ein Antiblotika- 
Resistenzgen), mit deren Hilfe man auf die Anwesenheit eines Transposons in einer Zelle selektionleren 
kann. 

Dies ermoglicht die direkte identlflzlerung von Integratlonsmutanten und die Lokallslerung des betroffe- 
nen Gens im Qenom. Die Isolierung eines Restrlktionsfragments mIt dem betroffenen Gen und dem 
10 inserierten Transposon kann dann nach dem Stand der Techinik erfoigen. 

IVlit herkommlichen Mutagenese- Verfaliren (Hydroxylamin-IVIutagenese bzw. NTG-IVlutagenese) wird dage- 
gen oft die Vitalitat der Organismen negativ beeinfluBt. Die schnelle Lokalisierung des mutierten Qens stellt 
bei diesem Verfahren ebenfalls ein groOes Problem dar. 

Die Technik der Transposon-Mutagenese wird bei Gram-positlven und Gram-negativen Bakterien 
15 bereits erfolgreich eingesetzt. Beispielhaft soKen hier die Transposons TnIO (9.3 Kb. Tc') vom Plasmid 
R100 (Kleckner et a!.. 1981). Tn5 (5.7 kB. Km^) vom Plasmid JR67 (Berg et'ai,. 1975) aus Gram-negativen 
und die Transposons Tn917 (5,1 Kb, Em") vom Plasmid pAD2 (Tomich et al.. 1980) und Tn916 (15 Kb. Tc^ 
aus dem Chromosom von Streptococcus faecalis DSie aus Gram-positlven Bakterien erwahntwerden. 
Das Transposon Tn917 wurde In Bacillus ssp sowie in anderen Gram-positiven und Gram-negativen 
20 Organismen (Kuramltsu and Casadaban, 1986) erfolgreich zur Erzeugung von auxotrophen Zellen sowohl 
des Aminosaurestoffwechsels als auch des Energiestoffwechsels eingesetzt (Perkins and Youngman. 1984; 
Vandeyar and Zahler, 1986. Mc Laughlin dand Hughes. 1989). 

Weiterhin werden Transposons zur Genomkartlerung, zur Mobllisierung von Replikons, zur Erzeugung 
von Operon-Fusionen und zur Induktlon von Genen (Simon et al.. 1989) benutzt. 
25 Die bekannten Transposon- Mutagenesesysteme eignen sich jedoch nicht fur die gentechnische Veran- 
derung von coryneformen Bakterien, insbesondere solchen, die Aminosauren produzleren und ausschelden. 

Aufgabe der Erfindung ist es, ein derartiges Transposon-Mutagenesesystem zur VerfOgung zu stellen. 
das neue Moglichkeiten in der genetischen Analyse insbesondere von coryneformen Bakterien bletet 

Es wurde nun gefunden, dafi ein bestimmtes Fragment des R-PIasmids pCxM82b Transposonaktivitat 
30 zeigt. 

Das R-Plasmid ist bei der Deutschen Sammlung von l^ikroorganismen nach dem Budapester Vertrag in 
Corynebakterium xerosis DSM 5021 hinterlegt und in der europaischen Patentanmeldung No. 89 120 459.6 
(entspr. der deutschen Patentanmeldung P 38 41 454.6) beschrieben. 

Die zirkulSre Karte ist In Abb. 1 enthalten. 
35 Dieser sind auch die weiteren Kennzeichen des beanspruchten Fragments zu entnehmen: 

a) der fur die Integration essentielle DNA-Bereich liegt zwischen den Koordinaten 30.4 - 44.8 Kb auf dem 
R-Plasmid, 

b) das Fragment wird an der Koordinate 30.4 Kb durch eine Sall-Schnittstelle und an der Koordinate 44.8 
Kb durch eine Hindlll-Schnittstelle begrenzt, und 

40 c) enthalt fOr eine Tetracyclin- und Erythromycinresistenz codierende DNA-Abschnitte. 

Die Transposonaktivitat zeigt sich sowohl in Gram-positlven Bakterien. insbesondere in coryneformen 

Bakterien. wie z.B. Corynebacterium (C.) glutamlcum, C. xerosis, C. acetoacidophllum, C. herculis, C. lillum. 

C. melassecola Brevibacterium (B.) flavum. B. thiogenitalis, B. lactofermentum, B. roseum, B. saccharoiiti- 

cum, insbesondere Brevibacterium lactofermentum DSM 20412, Corynebacterium callunae DSM 20147, 
45 Corynebacterium herculis DSM 20301. Brevibacterium flavum DSM 20411, Arthrobacter albidus DSM 

20128, wobei solche bevorzugt werden, die AminosSuren produzleren und ausschelden. 

Das Transposon wird mit Hilfe eines geeigneten TrSigerplasmids entweder durch Transformation Oder durch 

Konjugation in den Rezipienten eingefOhrt. Dieses Tragerplasmid kann Im Rezipienten nicht Oder nur bei 

niedrigen Inkubationstemperaturen replizieren (temperatursensitive Replikation) 
50 Besonders geeignet sind mobilisierbare. nicht selbsttransferierbare Vektoren (Testvektoren) die zusammen- 

gesetzt sind aus 

a) einem DNA-Segment, enthaltend ein in E.coli funktionelles Replikon, 

b) einem zweiten DNA-Segment, enthaltend die fUr die Mobilisierungs- und Transferfunktion codierenden 
DNA-Fragmente (Mob-site und ori T) und 

55 c) das Transposon 

Zur Konstuktlon derartiger Testvektoren werden mobilisierbare nicht selbsttransferierbare E.coli-Vekto- 
ren venArendet. 

Der Begriff E.coli-Vektoren beinhaltet ailgemein alle nur in E.coli-Stammen selbstandig replizierenden 
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Plasmtde, die sich nach dem Stand der Technik als fUr gentechnologische Anwendungen nOtzlich erwiesen 
haben. 

Beispiel solcher E.coli-Vektoren sind pMB9, pBR322, pBR326, pKB111. pUC8, pUC9, pACYC184, 
PACYC177, pSClOL 

Diese und anderen Vektoren, die nur in BakterienstSmmen der E-coli-Qruppe replizieren, warden durch 
Insertion der Mob-site eines Plasmides mit welten) WIrtsberelch In Gram-negatlven Bakterien modlfiziert. 

Bevorzugt wird das Plasmid RP4 fUr diese Zwecke verwendet. E.coli-Vektoren.d ie eln 1,9 Kb groSes 
Fragment (Mob-site) von RP4 tragen. lassen sich in dem erfindungsgemafien Verfahren vorteilhaft elnset- 
zen. 

Als Mobilisatorstamme geelgnet sind modifizierte E.coli-Stamme, die ein Plasmid Im Chromosom 
Integriert oder frei vorliegend enthalten, das In der Lage ist, die zur Moblllslerung notwendigen Funktlonen 
bereitzusteilen. 

Es eignen sich insbesondere Stamme, in deren Chromosom ein RP4-Derivat integriert ist, dessen 
Transfer-Funktlon In trans auf die Mob-site der oben genannten Vektoren einwirkt. 

Geelgnete Vektoren und E.coll MobilisatorstMmme sind aus der US-PS 4,626,504 bekannt und belm 
Nothern Regional Research Center hinterlegt: 



Stamme 

E.coli CSH52/pSUP101 
E^coli CSH52/pSUP201 
E.coli CSH52/pSUP202 
E coii CSH52/pSUP203 
E.coli CSH52/pSUP301 
E.coli CSH52/pSUP401 
E.coli SMIO 
E.coli S68-7 
E.coli S17-1 



NRRL-*Hinterlequnqsnurraner 
B - 15484 
B - 15487 
B - 15488 
B - 15489 



B 
B 
B 
B 
B 



15492 
15494 
15481 
15482 
15483 



Tabelle 1 

Weitere Vektoren, wie pSUP102 oder pSUp205 sind aus der 
Literatur bekannt und werden nach analogen Verfahren 
aus bekannten Vektoren gewonnen (Simon et al.. Methods 
of Enzymology 118 . 640 ff (1986) und Biotechnology, 
November 1982)1^ . 

Die unter Venwendung der genannten E.coli-Vektoren konstruierten. das Transposon enthaltenden 
Testvektoren werden durch Konjugation aus E.coli IVlobillsatorstammen in die Gram-positlven Bakterien 
gemaC einem Verfahren transferiert, wie es in der europaischen Patentanmeldung No. 89 120 473.7 (entspr. 
der deutschen Patentanmeldung P 38 41 453.8) beschrieben wird. 

Der erflndungsgennaB konstruierte Testvektor pKI (s. Abb. 2 und 3) besteht aus denn Transposon und 
einem durch eine Hindlii- und eine Sall-Schnittstelle begronzten Fragment des Vektors pSUP102 und hat 
eine GesamtgrS^e von -19,7 Kb. 

Dabei steilt man restriktionsdefekte Zelles eines Qram-positlven Bakterlums her und mischt diese nach 
an sich bekannten Kreuzungsverfahren mit einem den mobilisierbaren Testvektor tragenden E.coli Mobilisa- 
torstamm. 

Wahrend sich der Donor bevorzugt in der logarithmischen Wachstumspase befindet, hat sich fUr den 
Zustand des Rezlpienten die stationMre Wachstumsphase als gunstig erwiesen. 

Donor- und Rezipientenzellen werden Im allgemeinen im VerhMltnls 1 : 1 bis 1 : 10. bevorzugt 1 : 1 bis 1 : 6 
eingesetzt. 
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Der Restriktionsdefekt kann genetisch bedingt sein und z. B, durch mutagene Agentien {z, B. 
NTG:Methylnitronitrosoguanidln), erzeugt werden, er kann aber auch physiologisch bedingt sein,2. B. durch 
einen Hitzeschock. 

Als besonders effekliv hat sich die Hitzebehandlung des Rezipienten unnrtittelbar vor der Kreuzung 
5 erwiesen. Dabei sind Intakte oder spharoplastierte Zellen einzusetzen. 

Ein Hitzeschock fur die Dauer von 1 bis 30 min, bevorzugt ca. 9 min. be! 45 bis 55 * C, bevorzugt ca. 
49 C. ermoglicht es, mit der sIch daran anschlieflenden Steigerung der Transferfrequenz die Aufgabe der 
Erfindung zu erfUllen. 

Die Konstuktion mobilislerbarer Vektoren wird ebenfalls in der europSischen Patentanmeidung No. 89 
10 130 473.7 ^ EP-A-0375 889 beschrieben. 

Zur PrOaing der Transposonaktlvitat inseriert man das --14.4 Kb-Fragment des R-Plasmids in einen 
mobilisierbaren Vektor und fOhrt dieses Konstrukt via Konjugation in ein coryneformes Bakterium. insbeson- 
dere ein AminosSiuren produzierendes. ein. 
Bevorzugt wahit man ein Corynebakterlum glutamlcum aus, 
75 Der in diesem Bakterium nicht replizierende erfindungsgemai3e Testvektor geht In der Rezipientenzelle 
gr6/5tenteils verloren und mit ihm das Inserierte DNA-Fragment des R-Plasmids. 

Zum ersten IVIal wurde aber nun gefunden, da0 ein Transposon-Testvektor in das Chromosom eines als 
Rezipienten dienenden coryneformen Bakteriums in merklichen Umfang integrlert bzw.. daQ es zur Integra- 
tion eines bestlmmtenDNA-Segments der R-Plasmid-DNA in das Chromosom des Rezipienten kommt 

20 (Transposition). Die Integrationen erfolgen an unterschled lichen Stellen des Chromosoms, 

Eine Untersuchung der unter Venftrendung des Testvektors pK1 (Abb. 3) erhaltenen Integrationsmutan- 
ten zeigt, daj3 der Vektor pK1 nach Mobilisierung von E.coli nach C.glutamicum unspezifisch in das 
Chromosom des als Rezipienten gewahlten Stammes C.glutamicum ATCC13032 integrlert. 
Bel den durchgefOhrten Transposon-Mutagenese Ansatzen wurden C.glutamlcum-Zellen mit drel unter^ 

25 schiedllchen Auxotrophien gefunden (AI Leu~, AZ Trp"*, A3 Ser"). 

Voraussetzung fur derartige Erelgnlsse ist das Vorhandensein eines Transposons bzw. eines Insertions- 
elements auf dem Testvektor. Der fOr diese Integration essentielle DNA-Bereich llegt auf dem DNA- 
Fragment des R-Plasmids pCxM82B. das ein Bestandteil dieses Testvektors ist. 

30 Beispietteil 

1 . Konstruktion des Tn-Testvektors pKI (Qraphische Darstellung s. Abb. 2 + 3) 

Der mobilisierbare E.coli-Vektor pSUP102 (Simon et al.. 1983) wurde mit dem Enzym Sail llnearisiert. In 
36 der gleichen Weise wurde der E.coli-Vektor pSAIE2 (E.coli-Vektor pUC19 (Norrander et al., 1983) mit dem 
R-Plasmid-Fragment SalE2) vorbehandelt Die SpaltungsansMtze wurden gemischt und anschlieiSend liglert. 
Mit diesem Qemisch wurde dann E.coll 817-1 (Simon et al,. 2983) transformiert. Es konnte aus den 
Transformanten ein Plasmid isoliert werden, welches Resistenz gegen Chloramphenicol (50 fig/ml) und 
Erythromycon (30 /ig/ml) auf Agarplatten des Antibiotic-Medium No. 3 der Firma Oxoid verlelht. Dieses 
40 Plasmid genannt pK2 besteht aus dem Vektor pSUP102 mit dem 8.1 Kb-langen R-Plasmid-Fragment SalE2. 
Das Plasmid pK2 wurde mit Hindlll llnearisiert und anschlieflend religiert. Das Ligationsgemisch wurde 
nachE.coll S17-1 transfomniert. Aus den Transfonmanten konnte das Plasmid pK2AHi (Vektor pK2 mit 
Deletion des Hindlll-Fragments) Isoliert werden. Das Plasmid pK2AHi wurde mit Hindlll linearlsiert und mit 
dem in gleicher Weise behandelten Vektor p2HI4 (Plasmid PUC19 mit dem R-Plasmid-Fragment 2Hi4) 
45 gemischt und ligiert. Mit dem Ligationsgemisch wurde E.coli SI 7-1 transformiert. Aus den Transformanten 
konnte das Plasmid pKI (Abb. 3) isoliert werden. Dieses Plasmid besteht aus einem Tell des E.coli-Vektors 
pSUP102 und einem-'14,4 Kb-Fragment des R-Plasmids pCxM82B und einer Gesamtgro/Je von -19,7 Kb. 

2. Durchfuhrung einer Transposon-Mutagenese mit dem Plasmid pKI zur Erzeugung von auxotrophen C. 
so glutamicum Zellen 

Der Donor E.coli S17-1/pK1 wird 20 h in 10 ml LBGEmso (Luria Broth mit 1 g/I Glucose (Maniatis et al.. 
1982) angezogen (Vorkultur). 

Der Rezipent C.glutamicum ATCC 13032 wird Uber Nacht in 100 ml LBG bis zu einer optischen 
55 DIchtesBo =4,0 angezogen. 

100 ml LBGEmso werden mit 1 ml der Donor- Vorkultur beimpft und bis zur optischen DIchtesso = 1.0 
angezogen. 

15 ml der Rezipientenkultur werden fUr 9 Min. bei 49' C inkubiert. 
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Donor- und Rezipientenkultur werden getrennt abzentrifugiert und gewaschen. 

Nach der Resuspension werden Donorzellen und Rezipienten-Zellen In einenn Verhaltnis von 1:1 
gemlscht. 

Das Kreuzungsgemlsch (im optimalen Volumen von 0.2 ml) wird auf NC-Rlter (Nitrocellulose-Filter der 
5 Rrma Sartorlus) getropft, die zuvor auf LBQEm 0.2-Agarplatten gelegt werden. 
Das Kreuzungsgemisch wird etwa 20 h bei 37' Clm Brutschrank Inkublert. 

Nach der Inkubation erfolgt die Selektion des Kreuzungsgemisches auf LBGNxsoEmas. Nach 2 Tagen 
Inkubation der Flatten bei 30* C konnen die Erythromicin-resistenten Kolonien auf LBGEmso. IVIMEmso - 
(MM = Minimalmedium) Ebbinghausen et al., 1989) LBGTcio und LBQCmio Ubertragen werden. 

70 

Ergebnis 

99 % der Integrationsmutanten sind resistent gegen Em.Tc und Cm (Resistenzgene des Vektors pKI ; 
Em' und Tc'' sind Resistenzgene des R-Plasmids pCxM82B; Cm' est ein Resistenzgen des Vektors 

15 pSUP102). bei diesen Transkonjuganten ist der Vektor pKI in das Chromosom integrlert. Bei 1 % der 
Transkonjuganten ist nur eine Reslstenz gegen Erythromycin feststellbar (Hier ist ein Teilbereich der R- 
Piasmld-DNA in das Chromosom integrlert, auf diesem DNA-Bereich des R-Piasmids pCxM82B befindet 
sich das Em-Reslstenzgen). Die unspezifische Integration des Vektors pKI bzw. eines Toils des Vektors in 
das Chromosom von C.giutamicum konnte durch Hybrldisierung chromosomaler DNA von Insertanten mit 

20 DIgoxygenln-dUTP-markierter R-Plasm!d-DNA nachgewiesen werden. 

Die DNA-Marklerung wurde mit dem "DNA Labeling and Detection Kit" von Boehrlnger Mannheim 
durchgefOhrt. Die DurchfUhrung erfolgte nach den Vorschriften des Herstellers. Der DNA-Transfer erfolgte 
nach der Methode von Southern (1975). 

Pro Kreuzungsansatz werden unter den oben aufgefUhrten Bedlngungen etwa 130-150 Transkonjugan- 

25 ten erhalten. Auxotrophe Zellen werden mit einer Frequenz von 0.5 % bis 1 % unter diesen Transkonjugan- 
ten gefunden. 

Bel den bisher durchgefuhrten Transposon-Mutagenese Ansatzen wurden 3 auxothophe C.glutamicum- 
Zellen al Leu", A2 Trp"", A3 Ser") isoliert. Diese Zellen wachsen nicht auf MMEmso. Zum Feststellen der 
Auxotrophle wurden diese Zellen nach der Methode von Holliday (Holliday, 1956) supplementiert. 

30 Damit hat sich gezelgt, dafl der Vektor pK1 nach Mobilisierung von E.coli nach C.giutamicum 
unspezifisch in das Chromosom von C.giutamicum Integriert. Diese unspezifische Integration des R- 
Plasmid-Fragments Ins Chromosom wurde durch Hybrldisierung der Gesamt-DNA der Insertanten mit 
markiert R-Plasmid-DNA nachgewiesen. Die Fahigkeit der unspezifischen Integration ist an die Anwesenhelt 
des-14,4 Kb R-Plasmid-Fragments gebunden und wird mit dem Vorhandensein eines Transposons bzw. 

35 eines Insertionselementes erklart. 

AbkUrzungen 

C.giutamicum. Corynebakterium glutamicum: cm. Chloramphenicol; E.coli, Escherichia coli; Em, Eryth- 
40 romycin: Emas. 25 fxQ Erythromycin pro Milliliter Kulturmedium; Km. Kanamycin; Leu", Leucin- Auxotrophle; 
LBG, Luria Broth mit 1g Glucose; ug, MIkrogrann; Nx. Nalldixinsaure; Nxso. 50 ^g Nalidixinsaure pro 
Milliliter Kulturmedium; Nc. Nitrocellulose-Filter; pCxM82B, Plasmid aus dem Stamm Corynebakterium 
xerosis M82B; pK2AHi, Plasmid pK2 mit einer Deletion des internen Hind Ill-Fragments; R-Plasmid. 
Resistenz-Plasmid; Ser~. Serin-Auxotrophie; Tc. Tetracyclin, Tn, Transposon, Trp~, Tryptophan-Auxotrophie 

45 
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PatentansprUche 

5 1. Transposon, bestehend aus einem Fragment von-14,4kB des R-Plasmids pCxM82B, welches enthalten 
ist in Corynebakterium xerosis DSM 5021. bei dem der fUr die Integration essentielle DNA-Bereich 
zwischen den Koordinaten 30.4 - 44.8 kB auf dem R-Plasmid liegt, das durch eine Sall-Schnittstelle 
(Koordlnate 30.4 Kb) und eIne Hindlll-Schnlttstelle (Koordinate 44,8 Kb) begrenzt wird und fUr eine 
Tetracyclln- und eine Erythromycinresistenz codlerende DNA-Absclinitte aufwelst. 

10 

2. Mobilisierbarer, nicht selbsttransferierbarer Vektor (Testvektor). zusammengesetzt aus: 

a) einem DNA-Segment, enthaltend ein in E.coli funktionelles Repiikon, 

b) einem zweiten DNA-Segment, enthaltend fur die IVIobillsierungs- und Transferfunktionen codieren- 
de DNA-Fragmente (Mob-site und orl T) und 

IS c) das Transposon gemai3 Anspruch 1 . 

3. Testvektor gemSfi Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet, daB der Vektor ein 1,9 Kb grofles DNA-Fragment (Mob-site) des Plasmids 
RP4 tragt. 

20 

4. Testvektor gema0 Anspruch 2 oder 3, 

dadurch gekennzeichnet, dafl man den E.coli Vektor aus der Gruppe pSUPIOI, pSUP102, pSU201. 
pSUP 202. PSUP203. pSUP205, pSUP301. pSUP401 auswahlt. 

25 5- Testvektor pKI gema/3 Anspruch 4, 

dadurch gekennzeichnet. da/3 er eine Grofle von --19,7 Kb aufweist und aus dem Transposon und 
einem durch eine Hindlll- und eine Sall-Schnittstelie begrenzten Fragment des Vektors pSUP102 von 
-'5,3 Kb ULnge besteht. 

30 6. Verfahren zur Mutagenese eines Gram-positiven Bakterlums. 

dadurch gekennzeichnet, da/3 man das Transposon mit Hilfe eines Tragerplasmids durch Transforma- 
tion in den Rezlpienten einfUhrt. wobei sich das TrSgerplasmid dort nicht Oder nur bei niedrigen 
Inkubationstemperaturen replizlert. 

35 7. Verfahren zur Mutagenes eines Gram-positiven Bakteriums durch konjugativen Transfer von mobilisier- 
baren Vektoren aus E.coli Mobilisatorstammen, dadurch gekennzeichnet. da/3 man restriktionsdefekte 
Zellen des Gram-positiven Bakteriums herstellt und diese nach an sich bekannten Verfahren mit einem 
den mobilisierbaren Vektor. in dem das Transposon enthalten ist, tragenden E.coli Stamm kreuzt. 

40 8. Verfahren gemafi Anspruch 7. 

dadurch gekennzeichnet. da/3 man den Testvektor pKI verwendet. 

9. Gram-positives Bakterium. insbesondere coryneformes Bakterium, transformiert durch einen das Trans- 
poson tragenden Testvektor. 

45 

10. Gram-positives Bakterium. insbesondere coryneformes Bakterium. transformiert durch den Testvektor 
pKI. 

11. Gram-positives Bakterium gema/3 Anspruch 10 mit einer durch die Transformation erzeugten Auxotro- 
50 phie. 



55 
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A-bb . L Rescrikcionskarce des R-Plasaids pCxK82S 

Abkayyan^eq Ba. BscHI : Bg, 3gill; CI, CUT; Z, EcoRl; EV. £coRV; 
H, ffi/idlll; Kp. ATpnl; Ns, /fsil; 8, PscI; S, Sail; Xb , Xbsl; Hp. 
Hp si 
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<S) Transposon, dieses Transposon enthaltende Testvektoren und Verfahren zur Mutagenese. 



@ Die Erfindung betrifft ein Transposon, besteliend 
aus einem Fragment des R-PIasmids pCxM82B aus 
Corynebakterium xerosis DSM 5021, mobllisierbare 
nicht seibst transfer! erbare Vektoren, die dieses 



Transposon enthalten und Verfahren zur l\/!utagenese 
von Gram-positiven Bakterien durch Transfer dieser 
Vektoren und Erzeugung von auxotrophen Mutanten. 
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